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はしがき
HⅣ感染は現在でも増加の一途を辿り特にアフリカや東南アジアでの
感染爆発はとどまることを知らず､深刻な社会問題になっている｡一部の
感染者においては化学療法が施行され､そのQOLは改善しているが､感
染者数は却って増加し､世界では毎日16000人の新しい感染者が生まれる｡
その様な事実より､感染の防止策の確立が急務である｡感染症の感染阻止
にはワクチンが最も有効であることは歴史的事実である｡しかしながら
HⅣは変異が激しく､また感染の成立は僅かなウイルスが経粘膜的に樹状
細胞に到達することにより生ずるので､抗体や細胞傷害性T細胞による感
染阻止は極めて困難であることが推測されるこ
これらの事実よりワクチン以外の感染阻止法の開発も重要な意味をち
つ｡ Ribozymeはcatalytic RNAであり､配列特異的にtarget RNAと
結合し､切断する活性を持ち､しかもこの反応は理論的に何回もくり返す
ことができる｡ HIV粒子中の遺伝子はRNAであり､通常の標的となる新
しくプロセスされたmRNAだけではなく､genomeのRNAもRibozyme
の標的になりうる可能性がある｡しかしながらribozymeは元々RNAで
あり､分解されやすい｡ここでは細胞中のnucleaseに対する安定性を高
めるためにribozymeの活性中心以外の領域にDNAとチオ化linkage
を導入し､その安定化を試みた｡標的はHⅣの感染に必須な外膜塘蛋白
の可変領域(V3億域)の保存領域である｡前回の研究で本リボザイムは細
胞内で安定であり､ウイルスと細胞の融合を抑制することを明らかにして
いる｡今回の研究では､感染系として､様々なウイルス由来のenvelope
遺伝子とルシフェラーゼ遺伝子を保有しているリポーター遺伝子を共導入
して得られた偽ウイルス粒子を用いた｡リボザイムで前処理した細胞はT
細胞好性HXB2のみならず､マクロファージ好性SF162, ADA由来の
envelopeを有した偽ウイルスに対して抵抗性であった｡
これらの活性をもったリボザイムを応用して､実用化への道を開きた
い｡方法としては､リボザイムを組み込んだベクターを考接して､標的組
織の感染しやすい細胞に導入する｡あるいは､榛的組織の局所に投与して､
感染しやすい細胞にHⅣ感染に対する抵抗性でを付与することなどが考
えられ実験を継続している｡
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V 3-ループの保存領域を標的にするホスフォチオエート化
ハンマーヘッド型リボザイムはHIV-1の感染を阻止する
服部俊夫､張暁燕
(東北大学医学部内科感染病態学)
効率よく切断される標的配列の選別
Ribozymeは配列特異的に標的のRNAと結合し､切断する活性があ
るRNAである｡この反応は理論的にmultiple-turnoverである｡ Ribozyme
の細胞内のribonuclaseに対する安定性を高くするためにcleavage core以外
の頗域にDNAとチオ化linkageを導入し､安定化のハンマーヘッド型
Ribozymesを合成しました｡そののRibozymesはin vitroで転写した
RNAを切断し､細胞内に導入後24時間以上の安定性が認められた｡本
RibozymeはHIV-lHXB2 strain　のenvelope　を介する紳胞融合を抑制し
た｡
Invivo　で効率よくHIV-1感染を抑制する為､いくつかの
candidatesから適切な標的配列を選択するのは重要な課題である｡理論
的にtargetRNAの三次構造､ freeenergy等いくつかのfactorによって標的
配列を選別するが､ targetRNAの長さによって三次構造とfreeenergyが変
わって､実際にInvivoでの感染抑制効果と対応しないことが予想される｡
我々はHIV-1 HXB2株のV3ループ領域に7個の標的を見つけてそれぞれに
対してwildtypeとチオ化のRibozymeを合成した(図1) ｡基質として17_
merのoligo-RNAをtargetとした際にはこれらのRibozymeは同じぐらいの切
断効率を示した｡より複線な三次元structureを持つ400baseぐらいのRNA
transcriptの場合に切断効率はどう変わるか､三次構造とどんなふうに関係
するかをinvitro切断実験によって検討した｡
HXB2V3loopを含む346bpのDNAfragmentをpcRで増幅した.
PCR用のprimersに対応する配列のsiteを示した.
6990-701 1 (5--CAACTCAACTGCTGTTAAATGG-3●),
7335-73 14 (3--GGAGTCCTCCCCTGGGTCTTTA-5-)0
このPCRの産物はpT7 Blue T vectorにsubcloneして､ T7 RNA polymeraseを
用いてin vitro　で414baseのHXB2-V3 loopRNAをα-32puTP存在下で合成
して､ DNADipstickTMKit　によって定量した｡定量したRNA
transcriptsは､ in viEro　でRibozymeと反応させた.条件はRibozyme
と基質の比率は100:1 (molarration)で､ 37oCで､野生型のRibozymeはlhま
た､チオ化Ribozymeは2hでした｡野生型のRibozymeはすべてが切断活
性を50%以上有したがチオ化Ribozymes　はRzV3-1Tと-3Tが最も高い切
断活性を示した｡ in vitrocleavage reactionによる切断効率とsubstrateの三
次構造との関係は明らではありませんでしたが､保存領域を標的にし､尚
かつ切断効率の高いRibozymeRzV3-1が得られた｡以下の実験は全て
RzV3-1を用いて行なった｡
様々なHIV-1株のRNA転写産物に対する切断活性の比
戟
RzV3-1の標的配列を各種のHIV-1株と比較検討すると､合成する際
に参考にした株　HXB2はT細胞好性株NL432や,マクロファージ好性株ADA
と完全に一致して､ SF2株ではcleavage site附近がSF162株ではdistalsite
の塩基配列が1個異なっていた(衣) 0
RzV3-1を用いてHXB2, SF162, SF2株由来のV3 loop RNA transcripts
に対するKinetic assayを行った｡濃度は基質の場合l nMから10 pM,
Ribozymesは　0.3 pMから30 pMであった.各Time pointでStop
solutionを加え70oCで5分でSamplesを　過熟して4oCにおいた｡　そ
の後7% polyacrylamide/7Murea denatured gelにて電気泳動して､
intact RNAtramscriptとcleavage productを分離した｡ Bi0-Image
analyzerを用いてAutoィadiographyのゲルを解析し､ 5- cleavage
products　を用いて､ densitometerにより切断効率を定量した｡ RZV3-
1は用量及び時間依存的に　基質を切断した｡その上､ Kinetic assayを行
いapparent Km　とKcat　を計算した｡ wildtypeと比べてチオ化の
Ribozymeの活性は1/100でした｡ cleavage siteの近くのbaseが一個異なるSF2
に対する活性はwild typeが約1/200に落ちて､チオ化のRibozymeのcleavage′
productは同じ条件でも検出できなかったので､ Kineticparameterはなかっ
た○末端で一個baseの異なるSF162に村する活性はwildtypeではあまり影
響されずにチオ化のRibozymeでは約1/10にとなり､高い活性を保った｡
RibozymeのHIV-1感染に対する抑制効果
RzV3-1Tの細胞培養レベルでのHIV-1感染に対する抑制効果を検討
するためNL432とsF162ウイルスの感染系を用いた｡ウイルス感染の標的
細胞としてU87･CD4･CXCR4或いはU87CD4ccR5を用いた｡ Ribozymeは標
吟卵胞に導入して2h処理した.処理した細胞にNL'432或いは､ sF162ウイ
ルスを6h感染させた｡ウイルスの量は培養上清中のp24抗原で表した｡
チオ化RiDozymeの抑制活性は試験館内での切断活性とよく相関し､ RzV3:
lT　が最も強い抑制活性77%を示した｡またsF162の感染にも50%近く
の阻止効果を示した｡
Ribozymeの抑制活性をより定量的にするためluciferasereporter
geneを用いた｡図2に示したように上のplasmidの性質はnefの領域に
luciferasegene　が挿入されている.またenvの　Ndelsite　にフレームシフ
トを導入して､ envの発現を不括化しているのでmutantenvmRNAは発現
されるo　このベクター由来の　envmRNAはv3領域を含み,Ribozymeと結合
する可能性があるので､ V3領域該当の,BglII;BglIIフラグメントを削
除した｡右で示したようにそのplasmidを　pNL4-3-1uc-V3-として､ env遺伝
子とともにRibozymeで処理された2 9 3T細胞に導入してpseudotypevirus
を作成した｡産生されるウイルスはp24であわせ標的細胞に感染させ､
2日後にLuciferase活性を測定した｡ Ribozymeを加えない場合をcontrolと
して､抑制活性を%inhibitionで現した｡活性のないRibozymeで処理した
場合も20-30%の抑制がみられたが､ flanking配列からのantisense効果だと
思われた｡ HXB2とADAともに標的細胞は異なっていますが､ RzV3-1Tは
90%の抑制効果を認めました｡野生型もきわめて高い抑制効果を認めた｡
Ribozymeがenvの発現を特異的に抑制したことを証明するため
以下の実験を行った｡
1.実験の前日lxlO6cHO-WT cellsを151cm.dishesで培養した｡翌
日Ribozymes(650pmol)を細胞に導入して､ 2h後harvest L､ total
cellular RNAを抽出して　Northern Blotを行った｡ probeとして
357-bp (Dam HI-Nde I)の　V3 loop DNA断片を用いた｡ Internal
controlとしてβ-actinを用いた｡ RzV3-1TとRzV3-1Wで処理した
cellsはrandom phosphorothioate oligo-DNA処理したcellsより
env RNAのbandのintensitiesの減少は明らかであった｡
2 ･ Ribozyme処理した293T細胞で産生されるpseudotyped　ウイルス粒子と
細胞lysatesをwesternblottingで解析した.｡ 2 9 3T細胞からのNL432　ウイ
ルス粒子と細胞lysatesをControlとして用いた｡実験ではRibozyme処理の
293T細胞ではenvの発現が非常に減少していることが明らかになった.
これらの結果からRibozymeの効果がenv発現に特異的であることが
明らかになった｡
RibozymeのIncoming HIV-1感染に対する抑制効果
ウイルスの複製を早期で抑制することは感染阻止に有用である｡
われわれはribozymeが侵入ウイルスを攻撃することができるか検索した｡
Pseudotypedvirus　は　pNL4-3-1uc-E-良-と様々な　HIV-1のenv発現ベクタ
ーを293T紳胞に導入して得た｡標的細胞はribozymeで2時間前処理した｡
incoming virus　の感染としてはHXB2luc-V3+ゥィルスを　087CD4CXCR4
に感染させた｡細胞をribozymeで処理することにより､細胞からの
luciferasi活性は著明に減少した｡その抑制は加えたウイルス量に反比
例し､また加えるribozymeを増やすことにより増加した｡コントロール
ribozymeにはここで示したように抑制効果はなく､さらにV3領域を除
去したHXB21uc-V3-のウイルスにはribozymeの抑制効果は認められなっ
かた｡
結論
a.試験館内の切断実験によりV3ループの保存領域を効率的に切
断するphosphorothioateDNA/RNAキメラRibozyme(RzV3- 1T)を作成し
た｡
b.細胞内のRzV3-1Tの安定性は野生型より高いことが証明された｡
C･ Ribozymesはenvelope介する細胞融合を抑制し, NL432とSF162
ウイルスの感染を効率よく阻止した
d. RzV3-1は感染早期の(incoming virus)感染を7 7%感染後期
のnewprocessingvirus産生を89%とともに高率に抑制した｡
e.これらの抑制は′RzV3-1Tによる　env発現の特異的抑制効果に
よるものと思われた｡
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